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(67) RESUMEN, PALABRAS CLAVE Y DIBUJO O FORMULA: 

Transgene que comprende un promotor heterologo oper ablemente 
1 igado a una secuencia de acido nucleico que consiste 
esenc ial mente en una secuencia codi.f icadora de ADN-- para p£ptido 
A£ de rata, y que es titil en el c-ombate contra la enfermedad de 
Alzheimer que const ituye un desorden neur odegener at i vo , 
car acter isada por un deter ioro progresivo de la memoria y el 
conoc imiento. 

El invento tambie?n comprende un meHodo para separar un compuesto 
en un fenotipo mediado por la expresion de un p&ptido AG 
transge?nico en el cerebro de un mamxfero para observar si resulta 
un e fee to en el genotipo. 

El invento tambi^n comprende la produccion de un mamxfero 
transg^nico que tiene dicho genotipo en su cerebro de donde es 
posible usarlo como fuente de Afi para el objeto indicado. 



El transgen^ de los proced imient os indicados const ituye novedad 
por no exist ir nada semejante. 



MEMORIA DESC RTPTIVA 




La enfermedad de Alzheimer (AD) es un desorden 
neurodegenerative, caracterizado por un deterioro progresivo de 
la memoria y el conocimiento. Las caracterlsticas histopatol6- 
gicas prominentes de esta enfermedad incluyen dep6sitos extra — 
celulares de amiloides y la acumulaci6n intra-celular de haces 
neuro-f ibrilares (!)• Las caracterlsticas celulares principales 
de esta enfermedad son la degeneraci6n y p6rdida eventual de 
celulas neuronales. Esta degeneraci6n, a meriudo profunda, afec- 
ta muchos tipos de neuronas y puede ser responsable de numerosos 
deficits neurol6gicos, que encuentran lps pacientes afectados 
por ella. La degeneraci6n mds notable ocurre en el hipocampo, 
la corteza cerebral y la amlgdala (2), regiones del cerebro que 
juegan un rol importante en la memoria, el conocimiento y la 
conducta . 

Aunque, los dep6sitos amiloldeos han sido el 
foco de mucha atenci6n, su rol en la patof isiologia de AD perma- 
necen sin clarificar. Los dep6sitos amiloldeos pueden ocurrir 
como agregados difusos o como dep6sitos densos que, junto con 
estructuras neurlticas degenerativas se designan colectivamente 
como placas seniles. El principal componente prot6ico de estas 
placas es un p6ptido de 43 aminodcidos denominado S-amiloide o 
A6 (3, 4) que es derivado de una protelna mds grande de la 
trans-membrana, la protelna precursora AB (APP) , que puede exis- 
tir con varias isoformas diferentes (5-7). 

La generaci6n de AB desde APP se ha vis to que 
es un proceso normal (8-10), y AB puede ser detectado en el 



fluido cerebro-espinal y en el plasma de ambos, pacientes norma- 
les y con AD (9, 11). Sin embargo , el proceso por el cual AB se 
acumula en el cerebro enfermo es desconocido, aunque mutaciones 
en el qen^APP, ligado a AD familiar, puede alterar su proceso y 
conducir a niveles m&s altos del p6ptido AB. De hecho, estudios 
recientes in vitro han mostrado que c61ulas transf ectadas con 
diferentes formas mutadas de APP acumiilan, al menos a un nivel 
seis veces mayor de AB, comparado con c61ulas transf ectadas con 
el tipo salvaje de APP (12, 13). 

Varios grupos han mostrado que el recorrido 
endosomal/lisosomal es un recorrido principal de proceso que 
conduce a los precursores potenciales de AB (8-10). Pese a es- 
tas revelaciones recientes, que conciernen a los eventos prose- 
sales que pueden resultar en la formaci6n del p6ptido AB (8-10), 
aun no estd claro si los altos niveles de acumulaci6n de este 
peptido dentro de los cerebros de individuos con AD representa 
una causa o una consecuencia del dano neuronal. Para averiguar- 
lo, se ha empleado estudios in vitro para analizar la toxicidad 
de este peptido. Mientras aigunos investigadores han encontrado 
que agregando p6ptidos AB sint6ticos, asi como varios fragmentos 
de APP, puede ser citot6xico a c61ulas en cultivo, otros han 
sido incapaces de reproducir estos hallazgos (revisado en las 
referencias 14, 15). Del mismo modo, los intentos para estudiar 
esta materia in vivo tambi^n han dado resultados conf lictivos , 
porque aigunos grupos han confirmado la neurotoxicidad de AB in 
vivo, mientras otros no lo han logrado (15) . 

Otra aproximaci6n disenada para investigar la 
toxicidad de AB in vivo ha incluido la generaci6n de animales 
transg6nicos. Las ratas transg6nicas que expresan el p6ptido AB 
humano (16-18), el terminal-C de 100 aminodcidos de APP (19-22), 
un cADN de largo completo para APP humano (23, 24), o el gen 
completo APP (25, 26) mismo han sido generados bajo el control 



de varios elementos promotores transcripcionales . Todavia no se 
ha informado que estas ratas desarrollen cualquier patologia 
signif icativa , tal vez debido a razones t6cnicas, tales como la 
seleccidn de un promoter inapropiado, bajos niveles de expre- 
si6n, la inhabilidad de las ratas para procesar la mol6cula del 
precursor humano, o la inhabilidad para distinguir su efecto de 
los efectos gen6ticos de fondo de la cepa hu6sped de rata. 

Asl, aun permanece la necesidad de un modelo de 
animal transgenic© para AD y otras enfermedades asociadas con la 
expresi6n del p6ptido AB. 

La invenci6n se relaciona con un ADN recombi- 
nante y un transg^nico, cada uno comprendiendo un promoter ope- 
rablemente ligado a una secuencia de ADN, que codifica para un 
peptido B-amiloide, AB, y una c61ula hu6sped o animal completo 
que contenga el ADN recombinante o el transgenj^. La secuencia 
codificadora de AB puede ser obtenida de la misma, o una dife- 
rente especie que la c61ula o especie mamlfera dentro de la cual 
se ha agregado. Preferiblemente, la especie hu6sped es una ra- 
ta . 

El p6ptido AB, o AB, es un componente principal 
de la protelna de las placas seniles observadas en el cerebro de 
pacientes humanos con enferraedad de Alzheimer. En humanos y 
ratas, AB es un p6ptido de 42 aminodcidos (3, 4; Yamada et al., 
1987, Biochem. Biophys. Res. Commun* 149, 665 - 671) derivados 
de una protelna mds grande de transmembrana , la protelna precur- 
sora de AB (APP) , que existe en varias isoformas diferentes (5, 
6, 7). Los dep6sitos del p6ptido AB han sido implicados en AD, 
SIndrome de Down, y HCHWA-D. 

Una secuencia de dcidos nucl6icos, que consiste 
esencialmente de una secuencia codificadora para un p6ptido AB 
signif ica esencialmente, s61o la secuencia del dcido nucieico 
que codifica la secuencia de amino£cidos de un p6ptido AB. Por 



ejemplo, una secuencia de dcido nucl6ico, que consiste esencial- 
mente de una secuencia codificadora para una secuencia AB de 
rata, se muestra en la Figura 9. El dcido nucl6ico puede ser, 
por ejemplo, RNA y/o ADN, y puede comprender secuencias degene- 
radas, codones preferidos, etc. 

Una secuencia de cLcido nucl6ico, que codifica 
para un peptide AB, significa una secuencia nucl6ica que, cuando 
expresada por una c61ula, resulta en la producci6n de un p6ptido 
AB. Por ejemplo, tal secuencia codificadora de dcido nucl^ico 
puede ser la secuencia codificadora completa de APP, o un frag- 
mento de ella, por ejemplo, una secuencia de 42 aminocicidos co- 
dificando AB, o el t6rmino de carboxil del gertj^ APP. Ver, por 
ejemplo, Kammensheidt et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 
10857-10861 (1992). Un dcido nucl6ico recombinante , que com- 
prende una secuencia de dcido nucl^ico que codifica para un pep- 
tide AB es, por lo tanto, cualquier dcido nucl6ico recombinante 
que puede usarse para expresar AB, excluyendo el gen^ completo 
normal APP. 

Como se usa aqui, un "p6ptido AB de rata" deno- 
ta un p6ptido que tiene una secuencia de aminodcidos nativa de 
los tejidos de rata. Ver, por ejemplo, Yamada et al., Biochem. 
Biophis. Res. Commun. , 149, 665 - 671 (1987). Una secuencia de 
acidos nucldicos que codifica para tal peptide incluye tambi^n, 
secuencias degeneradas y codones preferidos. Se entiende que 
las variaciones al61icas de ocurrencia natural existen en el 
peptide AB y ocurren de individuo a individuo. Estas variacio- 
nes incluyen diferencias de aminodcidos, por ejemplo, substitu- 
ciones, deleciones, inserciones o inversiones, as! como diferen- 
cias de dcidos nucl6icos, por ejemplo, substituciones , delecio- 
nes, inserciones o inversiones. Tales secuencias son, por lo 
tanto, p6ptidos AB de rata. 



Una secuencia del p6ptido AB, de un maroifero mu- 
tante, tambi6n puede usarse de acuerdo a la presente invenci6n. 
Tal secuencia mutante, por ejemplo, puede ser una secuencia que 
ocurre no naturalmente , o una secuencia que copia una mutacibn 
ya encontrada en la naturaleza. Por ejemplo, existe una enfer- 
medad humana, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis 
del tipo Dutch (HCHWA-D) , clinicamente caracterizada por hemo- 
rragias cerebrales e infartos recurrentes. En esta enfermedad 
la deposici6n del p6ptido AB se encuentra predominant entente en 
las paredes de los vasos sanguineos cerebrales y, en menor grado 
en la neur6pila. Una mutaci6n en la posici6n 2 2 de AB, que re- 
sulta en el reemplazo del cicido glutcimico con glutamina, se ha 
identificado que estd asociada con la enfermedad. Para expre- 
sarlo en rata, la secuencia humana HCHWA-D que codifica al pep- 
tide AB puede ser usada directamente , o puede hacerse una se- 
cuencia derivada, en la cual el &cido glutdmico es reemplazado 
con glutamina en el p6ptido AB de rata, en la correspondiente 
posici6n 22. Ver Figura 9. Una secuencia mutante tambi6n puede 
identif icarse por mutagenesis, ya sea en animales enteros o en 
cultivos celulares, usando tecnologia convencional . Por ejem- 
plo, secuencias mutagenizadas AB pueden transf ormarse en c61u- 
las, y las c61ulas transf ormadas pueden separarse mediante la 
sobre expresibn o expresi6n aberrante del peptide AB, por ejem- 
plo, por inmuno ensayo. 

La fuente de la secuencia codificadora del dci- 
do nucleico puede ser una secuencia AB natural o mutante, obte- 
nida de un mamifero en el cual est& presente. La secuencia co- 
dificadora tambi6n puede ser sint6tica, ya sea total o parcial, 
basada en un genj^ APP o una secuencia de protelna. El gen^APP 
que codifica al p6ptido AB ha sido clonado en una cantidad de 
especies diferentes, incluyendo ratas: Yamada et al., 1987 Bio- 
chem. Biophys. Res. Cowmun. 149, €65 - 671; ratones: Shivers et 



al., 1988, EMBO J". 1365 - 1370; humanos : Kang et al., 1987, 
Nature 325, 773 - 736; Ponte et al., 1988, Nature 331, 527 - 
530; Tanzi et al., 1988, Nature 331, 530 - 533. Otros genes 
APP pueden identif icarse y clonarse rutinariamente, por ejemplo, 
us,ando hibridizaci6n, expresi6n de anticuerpos, o reaccidn de 
polimerasa en cadena (PCR), por ejemplo, con secuencias conser- 
vadas. La fuente del peptide AB puede ser la misma especie que 
la especie en la cual serd expresada, o puede ser diferente. En 
un ejemplo preferido, la fuente del p6ptido AB es rata cuando 
serd expresada en rata. 

Una secuencia promotora heter61oga puede estar 
operablemente ligada a una secuencia de ADN que codifica para un 
peptide AB. Por "operablemente ligada" se entiende que el pro- 
motor heter61ogo estd unido a la secuencia codificadora del p6p- 
tido AB, en una forma que permite la expresi6n de esa secuencia 
para ser controlada y, la producci6n del p6ptido AB codificada. 
El peptide puede acumularse intra o extra celularmente. La se- 
cuencia promotora heter61oga pref eriblemente es una secuencia 
promotora neurona-especif ica, por ejemplo, una secuencia promo- 
tora que es activa en c^lulas neuronales, pref eriblemente, la 
secuencia promotora es mds activa en c61ulas neuronales que en 
otros tipos de c61ulas. Los ejemplos.de secuencias promotoras 
neurona-especif icas son la neurona-enolasa, la protelna de c61u- 
la-Purkinje, distrofina, neurof ilamento, pref eriblemente un pro- 
motor de gen)j* neurof ilamento-liviano (30). La especif icidad 
neuronal puede aumentarse, por ejemplo, incluyendo intrones que 
son parte de la secuencia codificadora del gene, tales como la 
inclusi6n del primer intr6n del gen de neurof ilamento. La se- 
cuencia promotora heter61oga puede ser tambi6n, por ejemplo, am- 
plificable, inducible, regulada por el desarrollo, etc., s61a o 
en combinaci6n con un promoter neurona-especif ico. Asi, el pro- 



motor heter<51ogo puede ser un hlbrido que contiene elementos de 
varios promotores, incluyendo el promotor del gene APP mismo. 



acuerdo a la presente invenci6n, es una mol6cula de cicido nu- 
cl6ico que no ocurre naturalmente. Tal cicido nucl6ico contiene 
una unidad de un promotor operabl entente ligado a una secuencia 
que codifica substancialmente s61o para peptides AB. Puede ser 
usado de varias formas, por ejemplo, como una herramienta de 
investigaci6n o sonda, por ejemplo, o para efectuar la expresi6n 
de un peptido AB en una c61ula, o mamlfero complete, dentro del 
cual se introduce. Para prop6sitos de expresi6n, tal ADN recom- 
binante tambi6n comprende un sitio de uni6n de ribosomas, se- 
cuencias de iniciaci6n de traducci6n, secuencia consensual de 
Kozak, una secuencia codificadora para APP, o un fragmento de 
ella, secuencias de terrainacidn, secuencias de poliadenilaci6n, 
por ejemplo, aquellas secuencias de cicido nucl6ico utiles para 
lograr la expresidn de un peptide AB. Un cicido nucl6ico recom- 
binante puede ademds comprender secuencias magnif icadoras , que 
modulan la expresi6n del genj^, secuencias de intrones, y secuen- 
cias de nucle6tidos laterales 5' y 3' de un gene APP u otro gen 
deseado. Una secuencia de cicido nucl6ico, de acuerdo a la pre- 
sente invenci6n, puede ser modificada para mejorar la expresi6n 
de una secuencia codificadora de cicido nucl6ico para AB, por 
ejemplo, mediante la adici6n de secuencias magnif icadoras o al- 
terando la informaci6n de la secuencia de nucledtidos, para eli- 
minar la estructura secundaria del mRNA que reduce o inter fiere 
con la traducci6n. Ver, por ejemplo, Methods in Enzymology, 
Volumen 185, Academic Press, 1990, especialmente los capltulos 
38-44. Por "transgen^" se entiende un aicido nucl6ico recombi- 
nante que contiene informacibn para expresar un p6ptido AB en un 
animal al cual se le ha introducido, por ejemplo, un promotor, 
una secuencia ligadora de ribosomas, una secuencia Kozak, por 




Una mol6cula recombinante de cicido nucl6ico, de 



ejemplo, CCPuCCAUGG o CCA/TCCA (ver Kozak, Nucl. Acid. Res., 12, 
857 - 872, 1984), secuencias de iniciaci6n de la traducci6n, 
magnif icadores, intr6n, y/o secuencias de poliadenilaci6n. Tal 
transgen^ puede contener iu^s de una secuencia codif icadora. 
Estas secuencias usadas para efectuar la expresi6n, se conocen 
generalmente en el arte y se discutieron anteriormente. 

La presente invenci6n tambi6n incluye un mami- 
fero transgenico que contiene en algunas o todas sus c61ulas, un 
ADN recombinante, o un transgen^, que comprende un promotor ope- 
rablemente ligado a una secuencia de ADN, que codif ica substan- 
cialmente para p6ptidos A6. En un aspecto de la invenci6n, un 
promotor heter61ogo y peptide AB se obtienen de la misma especie 
de mamiferos a la cual serein introducidos por transf ormaci6n; 
preferiblemente, esta especie es rata* 

La creacidn de un mamlfero transg6nico puede 
lograrse rutinariamente. Un mamlfero transg6nico puede hacerse 
mediante, por ejemplo, inyectando directamente un transgen,^ en 
un embri6n, usando un retrovirus que lleva el cicido nucl6ico 
recombinante, o empleando la metodologla del tallo celular em- 
bri6nico. Ver, por ejemplo, las Patentes U.S. N g 4.173.866; 
N B 4.873.191; N 0 4.873.316; N 0 5.082.779; N B 5.304.489; 
N fi 5.174.986; N a 5.175.384; N° 5.175.385; y N° 5.221.778. 
Para conseguir la transf ormacidn embri6nica, un ADN que compren- 
de la secuencia AB deseada se introduce por microinyecci6n den- 
tro de un pronucleo de un embridn fertilizado de una c61ula. 
Ver, por ejemplo, Gordon et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 77: 
7380 - 7384 (1980); Palmiter et al., Cell, 41: 343 - 345 

(1985) ; Palmiter et al., Ann. Rev. Genet., 20: 465 - 499 

(1986) . Otros m6todos tambi6n pueden ser usados, con el propd- 
sito primario de introducir el cicido nucl6ico recombinante den- 
tro de las c61ulas del organismo, en una forma en que puedan ser 
expresadas. Por ejemplo, el transgen^ puede inyectarse en un 



huevo fertilizado de rata, antes de la fusi6n entre el esperma- 
tozoide y el huevo; asl, si la integraci6n dentro del genoma de 
ADN ocurre , cada c61ula del embri6n heredard el transgene. 



a todos los mamiferos, exceptb los humanos. Tambi6n incluye un 
mamlfero individual en todos los estados de desarrollo, inclu- 
yendo las etapas embri6nicas y fetales. Un "mamlfero" transge- 
nic© es cualquier mamlfero que contiene una o m&s celulas que 
llevan la informacidn gen6tica recibida, directa o indirectamen- 
te, por manipulaci6n gen£tica deliberada a nivel sub-celular, 
tal como por microinyecci6n o infecci6n con un virus recombinan- 
te de otro organismo, distinto de sus padres* El termino no 
intenta abarcar el cruzamiento cl&sico, sino que intenta com- 
prender a mamiferos en los cuales una o m&s c61ulas reciben una 
mol^cula de dcido nucl6ico recombinahte . Esta mol6cula puede 
ser integrada dentro de un cromosoma, o puede ser un dcido nu- 
cl^ico replic&ndose extracromosomalmente . El tdrmino "llnea de 
celulas germinales de mamlfero transg6nico" se refiere a un ma- 
mlfero transg6nico en el cual la informaci6n gen6tica fue intro- 
ducida en una llnea de celulas germinales, conf iri6ndole la ha- 
bilidad de transferir la informaci6n a su descendencia. Si tal 
descendencia , de hecho, posee alguna o toda la informaci6n, 
ellos tambi6n ser&n mamiferos transg^nicos . Un mamlfero trans- 
genico tambi6n puede ser una quimera, en la cual la inf ormaci6n 
gen6tica, por ejemplo, el ADN recombinante que comprende un p6p- 
tido AB est£ presente en s61o algunas c61ulas del organismo com- 
plete. 



especie de mamlfero a la cual pertenece el recipiente, extrana 
s61o al recipiente individual particular, o la informaci6n gen6- 



ducido puede ser expresado diferencialmente, en comparacibn con 



El t6rmino "mamlfero" como se usa aqul incluye 



La informaci6n gen^tica puede ser extrana a la 



tica puede estar ya en posesi6n del recipiente. El 




el del gen^nativo, por ejemplo, temporal, espacial o cuantita- 
tivamente . 

El clcicio nucl6ico recombinante, o transgen^, ^ 
puede ser introducido dentro de cualquier mamifero, incluyendo 
una rata (Hogan et al., 1986, en Manipulating the Mouse Embryo: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, New York), cerdo (Hammer et al., Nature, 315: 343-345, 
1985), oveja (Hammer et al-, Nature, 315: 343-345, 1985), bovi- 
no, ratdn o primate. Ver tambi6n, por ejemplo, Church, 1987, 
Trends in Biotech. 5: 13-19; Clark et al., 1987, Trends in Bio- 
tech. 5: 20-24; y DePamphillis et al., 1988, BioTechniques , 6: 
662-680. Adem&s, por ejemplo, la produccidn de ratas y ratones 
transg6nicos a la orden, estci comercialmente disponible. 

En un aspect© de la presente invenci6n, un ADN 
recombinants o transgen}^ que comprende un promoter operablemen- 
te ligado a una secuencia de ADN que codifica para un peptide 
A6, puede ser introducido a una rata para formar una rata trans- 
g^nica que lleva en sus c61ulas el ADN recombinante. El ADN 
recombinante puede estar presente en, ya sea, la linea germinal 
o las celulas somdticas, o en ambas. El promotor, por ejemplo, 
NF-L y la secuencia que codifica A6 son, pref eriblemente de la 
rata. Cualquier rata conocida puede ser usada como hu£sped para 
el transgen)^ o para el ADN recombinante. Por ejemplo, el hu6s- 
ped puede ser una raza pura, por ejemplo, FVB/N o puede ser una 
raza mestiza. 

Otro aspecto de la presente invenci6n es tam- 
bien el desarrollo de un mamifero transgenic©, que se reproduce 
a si mismo, por ejemplo, uno en el cual la linea germinal del 
mamifero transg6nico se transforma establemente con el ADN re- 
combinante, de acuerdo a la presente invenci6n, permitiendo su 
transmisi6n a las generaciones subsiguientes . 



Un aspecto adicional de la invenci6n es la ex- 



presi6n del p6ptido AB en el mamlfero transg6nico. La ocurren- 
cia de dep6sitos amiloldeos que comprenden al p6ptido AB, son un 
rasgo caracterlstico de la enfermedad de Alzheimer (AD) y es una 
faceta de la neuropatologla de la enfermedad. La deposici6n de 
AB, o amiloidosis, se observa tambi6n en otras enfermedades, 
incluyendo el slndrome de Down y la hemorragia cerebral con ami- 
loidosis del tipo Dutch (HCHWA-D). La expresl6n del p6ptido AB 
en el mamlfero transgenic©, y su genotipo consecuente puede, por 
lo tanto, ser usado como modelo para tales enfermedades y pato- 
logias, por ejemplo, como un modelo de AD. Por ejemplo, los 
agentes activos, sint6ticos, org£nicos, inorg&nicos, o mol6culas 
basadas en dcidos nucl6icos, pueden ser administrados a un maml- 
fero transgenic©, de acuerdo a la presente invenci6n, para iden- 
tificar a los agentes que, ya sea, inhiben, previenen y/o redu- 
cen la aparici6n del p6ptido AB en el cerebro, la patologla de 
la AD, la neurodegeneraci<5n, la apoptosis, los deficit cogniti- 
vos y/o los slntomas conductuales , etc. Asl, otro aspecto de la 
invencibn, es proveer un m6todo para ayudar en el avance del 
tratamiento y/o prevenci6n de los slntomas ya mencionados (por 



ejemplo, neurodegeneraci6n o apoptosis) causada por el gen^ APP, 
o un fragment© de 61. 



para ensayar agentes, por ejemplo, zinc, y factores, por ejem- 
plo, del entorno que exacerban y/o aceleran las enfermedades. 
Ver, por ejemplo, Bush et al., Science 265, 1464-1465, 1994. 



de acuerdo a la presente invenci6n, puede ser usado en un m6todo 
para aislar un compuesto por su efecto en un fenotipo de un ma- 
mlfero, pref eriblemente una rata, en donde el fenotipo es confe- 
rido por el transgen^(. Por "fenotipo" se entiende, por ejemplo, 
una colecci6n de rasgos morf o!6gicos , f isiolbgicos , bioqulmicos 




Tal modelo de mamlfero tambien puede ser usado 



Ademds, un mamlfero que contiene un transgen 




y conductuales poseldos por una c61ula u organismo, resultante 
de la irrteracci6n del genotipo y del entomo. Tal fenotipo pue- 
de ser conductual, por ejemplo, ocurrencia de ataques o desempe- 
fio cognitive, o puede ser fisiol6gico y/o patol6gico, por ejem- 
plo, ocurrencia de degeneracibn de c^lulas neuronales, apoptosis 
de c^lulas neuronales, o acumulacibn de peptide AB en el cerebro 
del mamlfero. De acuerdo a tal m6todo de deteccibn, un compues- 
to puede ser adiainistrado a un mamlfero que contiene un transge- 
ne y, entonces la existencia de un efecto en el fenotipo del ma- 
mlfero, puede ser determinada. La observaci6n puede conseguirse 
por cualquier medio, dependiendo del fenotipo especlfico que se 
esta examinando. Por ejemplo, la habilidad de un compuesto a 
probar para suprimir un fenotipo conductual puede detectarse 
midiendo el ultimo fenotipo, antes y despugs de la administra- 
ci6n del compuesto. 

La invenci6n tambi6n se relaciona con un maml- 
fero transg6nico que contiene en sus c61ulas, pref eriblemente en 
su genoma, un ADN recombinante que comprende un promoter opera- 
blemente ligado a una secuencia de ADN, que codifica para un 
peptide A6, y que tambi^n tiene un fenotipo, caracterizado por 
la acumulaci6n de un p6ptido AB en el cerebro , por ejemplo , en 
el hipocampo, corteza cerebral y amlgdala del mamlfero transg6- 
nico, en donde el fenotipo estd conferido por la expresi6n del 
ADN recombinante. 

El nivel de expresidn del p6ptido AB puede ser 
cualquier cantidad que pueda producir un fenotipo en el mamlfe- 
ro, cuyo fenotipo pueda distinguirse del de mamlferos que no 
poseen el transgen^, por ejemplo, un mamlfero testigo, por ejem- 
plo, una cantidad efectiva para producir degeneraci6n de c^lulas 
nerviosas y/o apoptosis y/o una cantidad efectiva para causar un 
efecto o disfunci6n conductual y/o cognitiva. Un mamlfero que 
contiene el transgenic tambi6n puede caracterizarse por la 



acumulaci6n del peptide Afl en su cerebro. La acumulaci6n puede 
ser en cualquier cantidad que sea mayor que la observada en ma- 
mlferos que no contienen el transgen^. Sin embargo, el fenotipo 
conferido por el transgenj^ puede ocurrir antes o despu£s que la 
acumulaci6n pueda detectarse. La expresidn y acumulaci6n del 
peptide AB en el cerebro del mamlfero puede ser medida conven- 
cionalmente, por ejemplo, por inmunoensayo o hibridizacibn nu- 
cleica, ya sea, in situ o desde cicido nucl^ico aislado de teji- 
dos hu6spedes. En los ejemplos que siguen, la expresibn de Afi 
fue virtualmente indetectable en los controles, en secciones 
congeladas tenidas con anticuerpos, pero claramente visibles en 
mamlferos que tenlan el transgen^ AB, Ver, por ejemplo, la Fi- 
gura 4 . 

La identif icacibn de agentes que previenen y/o 
tratan los slntomas asociados con la expresi6n del p6ptido AB 
pueden ser determinados rutinariamente • Por ejemplo, un agente 
activo puede administrarse a un mamlfero transg6nico que expresa 
un ADN recombinante , de acuerdo a la presente invenci6n, y en- 
tonces su efecto en la conducta o patologla, por ejemplo, depo- 
sici6n de AB en el cerebro, apoptosis y/o neurodegeneraci6n, 
puede ser determinada. El agente puede administrarse agudamente 
(por ejemplo, una o dos veces) o cr6nicamente por cualquier ruta 
deseada, por ejemplo, subcut&nea, intravenosa, transd6rmica o 
intracaticalmente. La formulaci6n del agente es convencional , 
ver por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, 18a Ed., 
Mack Publishing Co., 1990. En una prueba, por ejemplo, un agen- 
te puede administrarse en diferentes dosis para separar grupos 
de mamlferos transg^nicos , para establecer curvas de dosis-res- 
puesta para seleccionar una cantidad efectiva del agente activo. 
Tal cantidad efectiva puede extrapolarse a otros mamlferos, in- 
cluyendo humanos. 



El mamifero transgenic©, prefer iblemente una 
rata, de acuerdo a la presente invencibn, por lo tanto, permite 
la prueba de una gran variedad de agentes y terapias. En la AD, 
por ejemplo, una cantidad de diferentes agentes se han identifi- 
cado, los que afectan la disfunci6n cognitiva asociada con las 
enf ermedades , por ejemplo, agentes colin6rgicos, tales como los 
antagonistas de la muscarina, inhibidores de la acetilcolineste- 
rasa, precursores de la acetilcolina, aminas biog6nicas, nootr6- 
picos y la enzima convertidora de angiotensina (ACE). Ademds, 
los agentes que regulan la expresi6n de AB, la deposici6n de AB 
y los cambios fisioldgicos asociados con la expresi<5n de AB y su 
deposicion, tambi£n pueden identif icarse, por ejemplo, la ho- 
meostasis de calcio, inflamaci6n y haces neurof ibrilares . Ver, 
por ejemplo, Pavia et al., Annual Reports of Medicinal Che- 
mistry, 25: 2129, 1989; John et al., Annual Reports of Medicinal 
Chemistry, 28: 197-203, 1993. Adicionalmente, puede adminis- 
trarse agentes activos que bloquean la apoptosis, por ejemplo, 
radicales libres carroneros, tales como las glutationinas. Ta- 
les efectos en la AD pueden ensayarse en estudios, ya sea con- 
ductuales o fisiol6gicos y/o histolbgicos. 

Por ejemplo, el aprendizaje espacial y las ha- 
bilidades de memoria de las ratas pueden ser probadas en un la- 
berinto de agua de Morris. Ver por ejemplo, Yamaguchi et al., 
NeuroReport, Vol. 2, 781-784 (1991). Adicionalmente, puede 
usarse otras pruebas de conducta, por ejemplo, el Test de Nata- 
ci6n, Morris et al . , Learning and Motivation, 12, 239-260, 1981; 
Open Field Test, Knardahl et al., Behav . Neurol. Biol. 27, 
187-200, 1979; y pruebas y modelos usados rutinariamente, por 
ejemplo, en ratas, ratones y otros roedores. 

De acuerdo a la presente invenci6n, las dife- 

rencias en, por ejemplo, niveles de expresi6n, localizaci<5n ce- 

lular y/o inicio de la expresibn de AB, puede usarse para mode- 
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lar la AD y otras enf ermedades asociadas con la expresi6n de AB 
y las diferentes etapas y progresiones de la enfermedad, por 
ejemplo, la degeneraci6n celular, la niuerte celular, la astro- 
gliosis y/o amiloidosis. Puede lograrse, como se indica en los 
ejemplos que siguen, las cantidades, expresi6n temporal, y loca- 
lizaci6n espacial de un p6ptido AB transgenic© en una rata. El 
tener un rango de fenotipos con expresi6n de p6ptido AB puede 
ser util para identificar las diferentes terapias y tratamientos 

con drogas y tambi6n para identificar 1 in ) I i nil mi" nt' el pro- 

greso de una enfermedad. , Por ejemplo, los tratamientos especi- 
ficos pueden depender de la regi6n del cerebro en la que se ex- 
presa el peptido AB, cuanto de el se expresa y la progresi6n 
temporal de la expresi6n. Asl, mamiferos con diferentes fenoti- 
pos de p6ptido AB pueden usarse como modelos para determinar 
terapias selectivas para las diferentes etapas de la enfermedad 
y para estudiar la progresi6n de ella y la intervenci6n. 

En otro aspecto de la invenci6n, un ADN recom- 
binante que comprende la secuencia que codifica para, substan- 
cialmente, el p6ptido AB y c61ulas y/o mamiferos transf ormados 
con 61, puede usarse como fuente de AB, por ejemplo, como una 
fdbrica de AB. Por ejemplo, c61ulas, ver ATCC Catalogue of Cell 
Lines and Hybridomas , 7 fl ed. , 1992, pueden ser individualmente 
transformadas con el ADN recombinante y seleccionadas por expre- 
sion de AB. Para m6todos para transf ormar c61ulas de mamiferos, 
ver, por ejemplo, Methods in Enzymology , Volumen 185, 1990, es- 
pecialmente los capltulos 33-44; Molecular Cloning, Sambrook et 
al., 1989, especialmente , Libro 3, Capitulo 16; EP 0 451 700. 
El p6ptido AB puede ser rutinariamente aislado de cultivos de 
c61ulas, por ejemplo, ver Masters C.L. et al., "Amyloid plaque 
core protein in Alzheimer disease and Down syndrome" Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 82 :4245, 1985, y usadas, por ejemplo, como una 




anticuerpos o para determinar propiedades flsicas de AB, para el 
diseno de terapias con drogas, en forma an£loga a como serlan 
usados los fragmentos de protelna-B amiloidea, comercialmente 
disponibles y listadas en el Sigma Chemical Company Catalog, 
pdgina 1119, 1994. Para tales prop6sitos, el p6ptido AB puede 
aislarse de c61ulas o mamiferos transg^nicos de acuerdo a medios 
convencionales, por ejemplo, removiendo tejidos en los que se 
expresa AB y pur if icando el p6ptido por procedimientos rutina- 
rios. Las c61ulas que expresan un ADN recombinante que compren- 
de el peptide AB pueden, tambi6n, usarse como modelo in vitro 
para estudiar la expresi6n y acumulaci6n de AB. Por ejemplo, 
puede administrarse agentes a los cultivos de c61ulas que com- 
prenden c61ulas que expresan AB y sus efectos pueden ser estu- 
diados. Ver, por ejemplo, la Patente U.S. N B 5.087.571. Asl, 
tales cultivos de c61ulas tambi6n pueden usarse como sistemas 
modelo. 

La presente invenci6n tambi6n se relaciona con 
metodos para prevenir o tratar la enfermedad de Alzheimer^ ln- 
terfiriendo con la expresidn del peptide AB intracelular . Donde 
previamente se crey6 que la secreci6n del p6ptido AB de la c61u- 
la y su correspondiente adherencia en placas extracelulares era 
responsable de la muierte caracterlstica de la c61ula, observada 
en pacientes con AD, se ha demostrado ahora que el AB intracelu- 
lar (AB mientras estd aiin en la c61ula) puede gatillar la casca- 
da fisiol6gica que conduce a la muerte de la c61ula neuronal , 
por ejemplo, la apoptosis y otros eventos deletreos asociados 
con la enfermedad. Esto indica un bianco premature para la in- 
tervenci6n en la AD que tiene que ser aiin identif icado. Por 
ejemplo, estudios previos han concluido que la deposicidn extra- 
celular de AB era la causa primaria de la enfermedad, llevando a 
los investigadores a sugerir que interf iriendo con la formacidn 
de la placa ser la suficiente para prevenir o tratar la enferme- 



dad . De acuerdo a a este aspecto de la presente invencibn , 
mientras la formacibn de placa extracelular de AB en el cerebro 
de pacientes afectados, puede ser deleterea para las c61ulas 
neuronales , no es el tinico f enotipo a evitar , para tratar ade- 
cuadamente la enfermedad. Ademds, la expresi6n de AB dentro de 
la c61ula, sin formacibn de placa, puede ser un evento danino. 
La disoluci6n o prevenci6n de la placa despu6s de la producci6n 
de AB puede no ser suficiente para lograr una intervencibn exi- 
tosa en la enfermedad, o una intervenci6n 6ptima en ella. 

Asi, un aspecto de la presente invenci<5n es, 
inhlblr o reducir la expresi6n del peptide AB intracelular , por 
ejemplo, administrando a un paciente con enfermedad de Alzhei- 
mer, o un desorden relacionado, una cantidad de un compuesto 
efectivo para tal propbsito. Tlpicamente, la cantidad de expre- 
si6n de AB inhibida o reducida, es menor que la cantidad que 
conducird a la aparici6n de^p53^) Como se discute en el Ejemplo 
9, el p6ptido AB inicia la cascada que conduce a la apoptosis y 
a la muerte celular itiediante la expresi6n de p53. Asi, para 
disminuir o prevenir los slntomas asociados con la AD y enferme- 
dades relacionadas , la expresi6n del p6ptido AB puede reducirse 
a niveles en los cuales el gen^f p53 no se activa, o el gen)^ p53 
no se expresa, o la expresi6n no es suficiente para producir la 
apoptosis. Por "expresi6n" , se entiende generalraente , cualquier 
evento que conduzca a la produccidn y/o acumulaci6n de AB intra- 
celular o del p6ptido p53, por ejemplo, por transcripci6n del 
gen^, traducci6n del MRNA correspondiente, estabilidad o dura-. 
ci6n del producto del gen^ dentro de la c61ula. 

Otro aspecto de la invenci6n relacionado con 
este descubrimiento es el tratamiento o prevenci6n de la AD me- 
diante interf erencia con la expresi6n del genj^ p53 o su produc- 
to. Se ha descubierto que la expresibn de AB intracelular puede 
inducir a p53, llevando a la apoptosis y a la liberaci6n extra- 
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celular del p6ptido AB. Interf iriendo con, por ejemplo blo- 
queando o inhibiendo, la aparicibn del producto del gery^ p53, 
dentro de la c61ula, la AD puede ser tratada o prevenida. 

La intervenci6n de la expresi6n de APP o el 
gen^ p53 puede lograrse convencionalraente, por ejemplo, interf i- 
riendo con la transcripci6n del gen)^, la traducci6n del gen o la 
duraci6n del producto del gen en la c61ula. Por ejemplo, los 
polinucl^otidos anti-sentido o los inhibidores de ribozima pue- 
den eraplearse para inhibir la traducci6n de un mRNA codificando 
para un polip6ptido. Ver por ejemplo, Yung W.K. Curr. Opin. 
Neurol., 7 (6): 501 - 5 (1994). Los m6todos para seleccionar 
una ribozima o un compuesto de clcido nucl6ico anti-sentido pue- 
den ser determinados basado en la secuencia conocida de APP o 
p53 mRNA y probadas in vitro para su efecto en la traducci6n. 

El compuesto de dcido nucl6ico puede ser adminis- 
trado convencionalmente , por ejemplo, provey^ndolo como una com- 
posici6n farmac6utica administrada oral, intravenosa, intracate- 
calmente, mediante inoculaci6n estereotdctica dentro del cere- 
bro, etc, en una cantidad efectiva para inhibir la traducci6n 
del gen^. Para avimentar la estabilidad u otras caracteristicas 
del compuesto titil cuando se administra a un paciente, los nu- 
cleotides derivados pueden substituirse por las bases que ocu- 
rren naturalmente. 

Una ribozima o compuesto anti-sentido tambi6n 
puede introducirse dentro del cerebro por un vector gen6tico. 
Por ejemplo, un vector retroviral o adenovirus puede emplearse 
para transferir un gen^ que codifica a una ribozima u oligonu- 
cle6tido dentro de un paciente. Ver, por ejemplo, M.G. Kaplitt 
et al., Nat. Genet. 8 (2): 148 - 54 (1994); Horellou et al., 
Neuroreport (INGLATERRA) 6 (1): 49 - 53 (1994); G. Le Gal La 
Salle et al., Science 259: 988 - 90 (1993); S. Chatterjee et 
al., Science 258: 1485 - 8 (1992) M. Yamada et al., Jpn. J. 



Cancer Res. 83: 1244 - 7 (1992); Y. Takahara et al., J. Virol. 
66: 3725 - 32 (1992). Los vectores de virus Herpes simplex 1 
tambi6n pueden usarse para modificar la fisiologia neuronal in 
vivo, por ejemplo, por la introducci6n de un gery^ que codif ica 
para un anti-sentido o ribozima, u otros elementos gen6ticos que 
pueden usarse para interferir con la expresi6n de APP o el gene 
p53. Ver, por ejemplo, L. Sorocenau et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. 92 (5), 1411 - 5 (1995); D. S. Latchman, Mol. Biotechnol. 
2 (2) 179 - 95 (1994); H.J. Federoff et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. 89: 1636 - 40 (1992); A.I. Geller, J.Neurosci. Methods 
36: 91 - 103 (1991). Los compuestos tambi6n pueden adminis- 
trate por liposomas o implantando c61ulas que expresan el com- 
puesto deseado dentro del cerebro. Ver, por ejemplo, E.Y. 
Snyder et al., Nature 374 (6520): 367 - 70 (1995). 

La intervencidn de la expresidn de APP o el 
gertj^p53 tambi6n puede lograrse manipulando los procesos celula- 
res responsables del procesamiento del producto del gen, tal 
como la partici6n de la proteina precursora, regulando los enzi- 
mas correspondientes o desacoplando la serial del p6ptido A6 de 
la expresi6n de p53. Tales agentes utiles incluyen por ejemplo, 
anti-oxidantes , y pueden ser administrados rutinariamente . La 
dosis efectiva de droga puede determinarse desde el modelo ani- 
mal, de acuerdo a la presente invenci6n. 

En una faceta relacionada, la detecci6n de la 
actividad del gen^ p53, por ejemplo, detectando su mRNA, produc- 
to prot6ico, o anticuerpos de 61, puede ser usada para diagnos- 
ticar o evaluar la progresi6n de la enfermedad. La ultima puede 
ser especialmente util en el modelo rata para determinar la efi- 
cacia de diferentes drogas en el tratamiento o prevehcidn de la 
AD y des6rdenes relacionados. Asl, un efecto de un compuesto, 
por ejemplo, un oligonucle6tido anti-sentido, en el fenotipo de 
la rata enferma de AD puede ser estudiado midiendo su habilidad 
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para reducir o alterar los niveles neuronales de p53. La pre- 
sente invenci6n por lo tanto se relaciona con un m6todo para 
identificar compuestos para prevenir o tratar la AD que compren- 
de la administraci6n de un compuesto a un animal transg6nico de 
acuerdo a la presente invencidn y midiendo la cantidad de p53 
neuronal. EL p53 puede cuantif icarse in vivo o in vitro , por 
ejemplo, sacrificando al animal, removiendo el cerebro y detec- 
tando el p53 mRNA o la protelna en secciones de tejido u homoge- 
neizados de acuerdo a procedimientos est&ndar, por ejeraplo, hi- 
bridaci6n in situ , an&lisis Northern, PCR. 

Las manipulaciones de DNA, RNA y otros cicidos 
nucleicos pueden efectuarse rutinariamente, por ejemplo, como se 
describe en Molecular Cloning, Sambropk et al., 1989. 

Sin elaboraci6n adicional, se cree que una per- 
sona entrenada en el arte puede, usando la descripci6n preceden- 
te, utilizar la presente invenci6n en toda su extensi6n. Las 
siguientes modalidades preferidas son, por lo tanto, considera- 
das como meramente ilustrativas y no limitantes del resto de la 
descripcidn de ninguna manera. 

En los anteriores y siguientes ejemplos, todas 
las temperaturas estdn expresadas en grades Celsius; y a menos 
que se indique de otra manera, todas las partes y porcentajes 
est&n dadas por peso. 

Todas las revelaciones de todas las solicitu- 
des, patentes y publicaciones citadas, antes o despuSs, son por 
lo tanto incorporadas por referenda. La publicaci6n "The 
Alzheimer's AB Peptide Induces Neurodegeneration and Apoptotic 
Cell Death in Transgenic Mice", Nature Genetics 9, pp. 21 - 30 
(1995). y el manuscrito titulado, " Extracellular Deposition of 
6-amyloid Upon p53-dependent Neuronal Cell Death in Transgenic 
Mouse," por Frank M. LaFerla, Catherine A. Kappel Hall, Lien 



Ngo, y Gilbert Jay, tambi6n se incorpora por referencia y se 
agrega aqul. 



BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 



Varios otros objetivos, caracteristicas y ven- 
tajas de la presente invenci6n ser&n mejor apreciadas a medida 
que sean mejor entendidas, cuando se consideren junto con los 
dibujos que se acompafian, en los cuales la misma referencia de 
cardcter designa a los misinos, 6 partes similares a trav6s de 
las distintas vistas y en donde: 

La Figura 1, es una representaci6n esquem&tica del 
fragmento de restriccidn Hind Ill-Sac I usado para generar ratas 
transg6nicas . La secuencia que codifica al p6ptido Afi se gene- 
ro por reaccibn en cadena reversa de transcriptasa - polimerasa 
usando RNA de cerebro de rata, debido a que producird. un peptide 
identic© al de la rata. El iniciador delantero contenla un 
cod6n de iniciaci6n de una ATG, flanqueado por una secuencia 
consensual de Kozak (61) (no hay otros sitios hacia arriba de 
ATG con esta construcci6n transcripcional ) mientras el iniciador 
r ever so contenla un cod6n de terminaci6n en-marco TAA. El 
fragmento PCR de 151-bp se clon<5 dentro de los sitios BamHI y 
SacII del vector pBluescript-KSII ( Str atagene ) , y fue subsecuen- 
temente confirmado por an&lisis secuencial. La secuencia SV-40 
de sefial de poliadenilaci6n se aisl6 por digesti6n BainHI y Bell 

(62) ; los ligadores Sacll se ligaron a este fragmento el que 
fue clonado despu6s de la regibn AB. El promoter de rata NF-L 

(63) se clon6 dentro de los sitios Hindlll y BamHI. El fragmen- 
to de 2,2-kb HindlXl y Sad se us6 para la generaci6n de maml- 
feros transg6nicos • 

La Figura 2, es una caracterizaci6n del mRNA de AB 
en ratas transg6nicas. Las pistas 1 y/«v2. ,contienen 10 /ig de RNA 
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de los cerebros de ratas no-transg6nicas de 4 semanas y ratas G2 
transg6nicas , respecti vamente . La banda de alto peso molecular 
en ambas pistas 1 y 2, corresponde a las transcripciones de APP 
end6geno. En la pista 2, la banda inferior (indicada por la 
flecha) tiene aproximadamente 600 nucle6tidos (nt) de largo y 
representa la transcripci6n del ADN recombinante . La posicidn 
del RNA ribosomal 28S y 18S est&n indicadas por las puntas de 
f lechas. 

La Figura 3 , muestra la detecci6n de mNRA de AB 
transg6nico en el cerebro, por hibridizacidn in situ . Vista en 
campo oscuro de la emulsi6n de auto-radiogramas de secciones 
coronal es de cerebros de ratas no-transg6nicas de 6 meses de 
edad (a) y transg6nicas (G2) (b) . Una sonda oligonuclebtido 
anti-sentido marcada con S 3S que reconocla las regiones de AB y 
SV4 0 de la transcripcibn transg6nica se us6 para esas hibridiza- 
ciones in situ . CA, cuerno de Am6n; CX, cortex cerebral; DG, 
giro dentado; HC, hipocampo. 

La Figura 4, rauestra la deteccidn de la inraunoreac- 
tividad de AB en los cerebros de ratas transg6nicas (G2). Las 
crio-secciones de cerebro del testigo y mamlferos transg^nicos 
estdn a los lados izguierdo y derecho, respect ivamente. Las 
regiones de cerebros representadas incluyen el hipocampo (a, Jb) 
y el neocortex cerebral (c, d). Las f lechas muestran inmunore- 
actividad extracelular aparente de AB. Estas secciones fueron 
inmunotenidas con el anticuerpo anti-AB de Boehringer Mannheim. 
Aumentos originales: a, b= 25 X; c, d= 50 X. CA, cuerno de 
Am6n ; DG, giro dentado. 

La Figura 5, muestra la incidencia de muerte en ra- 
tas transg6nicas NF^-AB. Las barras sblidas y hachuradas refle- 
jan las tasas de muerte para el testigo y las ratas transg6ni- 
cas, respectivamente. Los valores de signif icaci6n se calcula- 



ron por medio del an&lisis de Chi Cuadrado (Maentel - Haenzel) y 
est&n indicadas sobre cada punto de tiempo. 

La Figura 6, muestra alteraciones en la morfologla 
de c61ulas neuronales en los cerebros de ratas transg6nicas . Se 
muestra micro-f otograf las con alta magnif icaci6n de secciones 
sagitales tenidas con hematoxilina - y - eosina del neocortex 
(a, b) , hipocampo (c, d) y tdlamo (e, f). Las ratas testigos y 
los hermanos-de-camada transg£nicos (10 meses de edad) est&n a 
los lados izquierdo y derecho, respecti vamente . En c y d, el 
tracto superior de c61ulas son del giro dentado mientras que el 
inferior son de la regi6n CA3. Magnif icacibn original = 50 X. 

La Figura 7 , muestra la detecci6n bioqulmica y mor- 
fol6gica de c61ulas apopt6ticas en cerebros transg6nicos . Cor- 
tex cerebral de un mamifero testigo en el cual son evidentes las 
celulas no— TUNEL positivas (a). Neocortex transgenic© de G2 (jb) 
y llneas J3 (c) tenidas con TUNEL mostrando apoptosis extensiva. 
Secciones seriadas de neocortex J3 tenidas con, ya sea, hemoto- 
xilina- y -eosina (d) o GFAP (e). Un hipocampo testigo de un 
mamifero normal en el cual no hay evidencias de c61ulas TUNEL- 
positivas (f ) . El hipocampo (gr) y la amlgdala (h) de mamlferos 
de la linea G2 con tenido TUNEL extensive Secciones seriadas 
del t&lamo de un mamifero transgenic© G2 tenido con TUNEL (i) o 
H&E (j), proveyendo evidencia bioqulmica y morfol6gica de 
apoptosis. Las flechas en i apuntan a celulas con tenido TUNEL 
perinuclear, mientras que en j, apuntan a c61ulas condensadas, 
apoptdticas; las puntas de flecha apuntan a niicleos fragmenta- 
dos (1, j). Las magnif icaciones originales: a-e = 50 X; f-j = 
25 X. 

La Figura 8 muestra astrogliosis en los cerebros de 
ratas transg6nicas. Microf otograf las de baja magnif icaci6n de 
secciones sagitales de cerebro inmuno tenidas - GFAP, mostrando 
las regiones hipocampal y cortical de una rata testigo de 6 me- 



ses (a) y su hermana-de-camada (Jb) , magnif icaciones originales = 
10 X. Se muestra microf otograf las de alta magnif icaci6n del 
neocortex de una rata testigo (c) y una rata transg6nica de las 
lineas G2 , J3, J4 (d - f ) , magnif icaciones originales = 50 X. 
CA, cuerno de Am6n; CX, cortex cerebral; DG, giro dentado; 
GL, limitantes gliales. 

La Figura 9, muestra las secuencias de amino&cidos 
humano (A), murino (B) , y HCHWA-D (C) de p6ptidos AB. Los ami- 
noclcidos est&n representados por los simbolos convencionales de 
una letra. Un gui6n indica que el amino£cido es el mismo que en 
la secuencia humana. 

EJEMPLOS 

Eiemplo 1; Construcci6n de ADN que Comprende un Peptide AB 

Un hom61ogo de un peptide AB humano se selec- 
cion6 para interactuar con factores celulares especif icos-para 
especies, para potenciar su toxicidad. Los p^ptidos AB humanos 
y murines estaban altamente conservados, y, como su contraparte 
humana, el p^ptido murino posela la habilidad de formar fibri- 
llas in vitro y es tan amiloidog6nico como la secuencia humana 
(28, 29). Para restringir la expresi6n de la regi6n codificado- 
ra de AB a las c^lulas neuronales, se seleccion6 1,8-kb de DNA 
5' flanqueador del gen^ neurof ilamentoso - ligero de rata (Figu- 
ra 1); el gen NF-L es transcripcionalmente activo durante toda 
la vida adulta (30). Para permitir la traducci6n de la trans- 
cripcidn quim6rica, un cod6n de iniciacidn de metionina y una 
secuencia de Kozak se colocaron inmediatamente delante de la se- 
cuencia codificadora AB. La secuencia de poliadenilacidn se 
derivb de la digestion de ADN SV40 con BamHI/BclI. Hay dos se- 
nales poliA en este fragmento con orientaciones opuestas; se 
usd la senal temprana poliA del gene T-Ag (por ejemplo, 5'BclI/- 
BamHI 3'). Sin embargo, se ha encontrado (Mol. Cell. Biol. 9, 



4248 - 4258) que la serial poliA puede ser utilizada si se inser- 
ta en la orientaci6n tardia, por ejemplo, 5' BamHI-BclI 3'; 
asl, este fragmento tambi6n puede ser utilizado. Para el promo- 
tor, el sitio Hind III es un sitio que ocurre naturalmente al 
final - 5' del promotor, y el BamHI fue fabricado (J*. Cell. 
Biol. 108, 579 - 593, (1989). Despu6s de procesar en la c61ula 
para remover la metionina, se gener6 un aut6ntico p6ptido Afl de 
42 amino&cidos. 

Ejemplo 2 

El ADN recombinante quim^rico NF^-AB de 2,2 - 
kb se microinyect6 en embriones de una sola c61ula FVB/N 
(31-34). Los mamiferos fundadores se retro-cruzaron con la raza 
parental FVB/N (Taconic, 273 Hover Avennue, Germantown, NY 
12526) para establecer llneas independientes . Los mamiferos 
transg^nicos iniciales se identif icaron por hibridizaci6n South- 
ern blot. Se extra jo el ADN de cola, se digiri6 con la enzima 
de restricci6n BamHI y se someti6 a electrof oresis en gel de 
agarosa. El ADN se transfiri6 entonces a nitrocelulosa y se 
sonde6 con fragmentos de ADN que incluyen la porci6n 3' de el 
promotor de neurofilament©, a trav6s de la secuencia codificado- 
ra de AB. 

Para determinar si la expresi6n del ADN recom- 
binante habia sido dirigida al cerebro, se prepard RNA total de 
un mamifero F x de las varias lineas y se analiz6 para la reac- 
ci6n en cadena reversa de transcriptasa-polimerasa (RT-PCR) . En 
este andlisis semi-cuantitativo, 6 u 8 lineas transg6nicas se 
identif icaron como positivas para la expresibn de RNA. Para 
determinar si fue generado el tamano apropiado del transcripto y 
para determinar los niveles relatives de expresi6n entre las 
lineas transg6nicas se efectud la hibridizacidn Northern blot 
(Figura 2). Una linea (G2) expresd al ADN recombinante a un 



nivel signif icativamente m£s alto que las otras lineas. La 
transcripci6n transg£nica se predijo que serla de 500-600 nu- 
cle6tidos (nt) de largo, dependiendo del largo del tracto poli- 
A; esto incluye 111 nt de secuencia no codif icadora 5' , 129 nt 
de la regi6n codificadora y otros 175 nt de la secuencia no co- 
dif icadora 3'. La sonda usada para el andlisis Northern, ademds 
de detectar la transcripci6n transg£riica, tambi6n detect6 la 
transcripci6n de APP end6geno, proveyendo una referencia interna 
a la cual el nivel de estado-constante del ADN mRNA recombinants 
podria ser comparado. La hibridizaci6n a una banda de aproxima- 
damente 600 nt, el tamano esperado de la transcripci6n transg6- 
nica, se ve s61o en la pista 2, la cual contiene RNA cerebral de 
una rata transg6nica de la linea G2. Como se esperaba, la sonda 
tambien detect6 una banda de aproximadamente 3,2-kb de largo, el 
tamano reportado de las transcripciones de APP end6geno (5-7), 
que tambi6n estd presente en la pista que contiene RNA de un 
cerebro no-transg6nico. Una comparaci6n de los niveles de 
transcripci6n transg6nica con la transcripci6n end6gena, clara- 
mente revela un nivel m&s alto de estado constante, substancial- 
mente mas alto que el anterior (Figura 2). Esta diferencia es 
aun m^s dramdtica, cuando uno considera que el mNRA transgenic© 
codificard exclusivamente al p6ptido AB, mientras en el mejor de 
los casos, s61o una fracci6n de las mol6culas traducidas del 
mNRA de APP end6geno producirdn AB, Basadb en estos andlisis de 
RNA, se seleccionaron para an&lisis posterior, tres llneas que 
lo expresaban independientemente (G2, J3 y J4). 

Ejemplo 3 

Para localizar precisamente aquellas dreas del 
cerebro que expresaban el ADN recombinante , se efectuaron andli- 
sis de hibridizaci6n in situ . 



Condiciones in situ : secciones de tejido cere- 
bral montadas en parafina en porta-objetos cubiertos de silano 
se desparaf inizaron en xileno, se re-hidrataron a trav6s de se- 
ries de etanol, y se trataron con proteinasa K (lim/ml) por 10 
minutes. Esto fue seguido por un trataittiento con dos mg/ml de 
glicina en PBS por 30 segundos, un enguaje en PBS, y una 
post-f i jaci6n en paraf ormaldehido al 4% en PBS por 5 minutos. 
Las secciones fueron secadas al aire e hibridizadas con « 4 x 
10 6 cpm/50 /xl/preparaci6n de la sonda con cola. EL tamp6n de 
hibridizaci6n consistla de formamida al 50%, 0,6 M de NaCl, 0,05 
M Tris, 7,4, 0,04 M EDTA, 0,1% pirofosfato de sodio, 0,2% SDS, 
10% de sulfato de dextr&n, 0,2% heparina s6dica, y 0,1 M DTT. 
Despu6s de incubarlos durante la noche a 37°C, las preparaciones 
se enjuagaron en 1 x SSC por 10 minutos (dos veces), se lavaron 
una vez por 10 segundos en agua, se sumergieron en etanol de 70% 
y se secaron al aire y se expusieron a la pelicula. 

Sonda de oligonucle6tidos para hibridizaci6n in si- 
tu : 

sonda de uni6n AB/SV40, 

5 ' GTGGTATGGCTGATTATGATCCGCGGTTATGCTATGACAACGCCACC3 ' ; 
sonda SV40 sdla, 

5 ' TATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGG3 ' . 

Secciones coronales de cerebro de mamlferos 
transgenicos y sus hermanos-de-camada no-transg6nicos se hibri- 
dizaron con una sonda de oligonucle6tidos hom61oga a la de uni6n 
entre la secuencia AB y la SV40 presente en ADN recombinante . 
Se observd una fuerte serial de hibridizaci<5n en regiones especi- 
ficas de los cerebros de ratas transg6nicas (Figura 3b). La 
expresi6n del ADN recombinante fue f&cilmente detectada en el 
cortex cerebral y en el hipocampo, regiones que estdn significa- 
tivamente comprometidas en la enfermedad de Alzheimer. Estos 
resultados tambi6n fueron confirmados por hibridizaci6n a sec- 



ciones sagitales del cerebro. Otras regiones del cerebro trans- 
genico, incluyendo el tdlamo y el cerebelo, expresaron al ADN 
recombinante en un grado menor. Esta misma sonda no se hibridi- 
zo signif icativamente a una secci6n del cerebro de una rata tes- 
tigo (Figura 3a) , aunque se detect6 una serial de hibridizaci6n 
d^bil en la regi6n hipocampal, la cual similarmente refleja hi- 
bridizaci6n de fondo a un App end6geno, desde que una sonda ho- 
mologa solamente a la secuencia SV40, en la regi6n no-codifica- 
dora 3' del ADN recombinante, no se hibridizd. Adem&s, el pa- 
tron de hibridizaci6n observado con la sonda SV40, en secciones 
de mamlferos transg^nicos, fue similar a la observada con la 
sonda de uni6n (datos no mostrados) . Mientras estos estudios 
claramente revelan que el ADN recombinante es expresado en c61u- 
las neuronales, no podemos excluir la posibilidad de que la ex- 
presi6n pueda tambi6n ocurrir en otros tipos de c61ulas. 

Para determinar donde el p^ptido AB estaba acu- 
muldndose en el cerebro, crio-secciones de ratas transg6nicas y 
testigos de igual edad fueron inmuno tenidas con anticuerpos AB- 
especificos. Los anticuerpos usados incluyeron los N D 1 381 
431; del catdlogo Boehringer Mannheim; antisuero policlonal de 
cone jo (472, 473) preparado convencionalmente; y anticuerpo 4G8, 
comprado a H. Wisniewski (SUNY Brooklyn, New York). El anti- 
cuerpo de GFAP fue comprado a Dakopatts (Catdlogo N° Z 3 34). No 
se detect6 inmuno tenido en tejidos cerebrales, ni en las 
transg6nicas ni en los testigos, cuando se us6 suero pre-inmune 
(datos no mostrados). Secciones cerebrales no transg6nicas tam- 
bi6n fallaron para inmuno tenirse apreciablemente con cualquiera 
de los anticuerpos AB probados, mientras que se detect6 inmuno- 
reactividad en los cerebros de ratas transg6nicas . 

La Figura 4, compara la distribuci6n regional 
de la inmunoreactividad para el p6ptido AB en las regiones hipo- 
campal y cortical de ratas testigos y transg^nicas . Mientras la 



inmunoreactividad AB signif icativa no fue evidente en el hipo- 
campo del testigo (Figura 4a), el inmuno tenido fue detectable 
en c61ulas del cuerno de Am6n (c61ulas CA) as! como en c^lulas 
del giro dentado de un mamlfero transg6nico (Figura 4b). N6tese 
que muchas c^lulas en el giro dentado son iniaunoreactivas mien- 
tras solo grupos de c61ulas en las regiones CA eran inmuno teni- 
das en este mamifero, lo que sugiri6 que el tenido con anticuer- 
po es especifico para c61ulas que acumulan al p6ptido AB. Focis 
ocasionales de inmunoreactividad, encontrados en areas hipocam- 
pales de baja densidad celular, pueden representar depdsitos ex- 
tracelulares o dendrlticos de AB (Figura 4b) . Otra regi6n del 
cerebro transgenic© que mostr6 inmunoreactividad AB extensiva 
fue el cortex cerebral. La acumulaci6n de AB fue observada en 
neuronas a trav6s del cortex (Figura 4d) , mientras una regi6n 
similar de un hermano-de-camada no transg6nico no mostr6 ninguna 
inmunoreactividad (Figura 4c). Otras regiones que mostraron 
inmunoreactividad AB incluian el t&lamo y cerebelo, y de nuevo, 
aquellas regiones en el cerebro del testigo no revelaban ninguna 
inmunoreactividad (datos no mostrados). Interesantemente, en 
cada secci6n transg6nica, a 1 gun as c61ulas mostraban inmunotenido 
prominente mientras otras c61ulas en la vecindad no se tenian. 
Esto sugiere que es poco probable que el anticuerpo se ligue 
no-especif icamente a diferentes regiones cerebrales. Ademds, la 
expresibn no es amplia en todas las regiones; en algunas dreas, 
la expresi6n aparece mds alta y compromete una mayorla de c61u- 
las, mientras s61o dreas focales de c€lulas en otras regiones 
aparecen inmunoreactivas . Asl, hay un buen traslapo entre el 
mNRA de AB y la expresi6n del p^ptido en los cerebros de mamlfe- 
ros transg^nicos . 

Ejemplo 4: Fenotipo conductual, resultados de la expresi6n AB 
en la deaeneraci6n de c^lulas neuronales 
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Observaciones iniciales de mamiferos transg^ni- 
cos de la generaci6n F x revelaron varies casos de muerte prema- 
tura inexplicada. Para analizar la incidencia de muerte, una 
poblaci6n de 76 ratas transg6nicas y 43 hermanos-de-camada no 
transg^nicos se estudiaron. Las tasas de mortalidad se calcula- 
ron basadas en el numero de ratas que murieron, relacionada con 
el numero de las que sobrevivieron dentro de un interval© de 
tiempo especif icado. Estos valores se ilustran en la Figura 5. 
Una diferencia estadisticamente signif icativa entre las tasas de 
mortalidad de las ratas transg6nicas y no transg6nicas fue apa- 
rente a los 6 meses de edad (P<0,05). Esta diferencia se hizo 
aun mds dramdtica a los 12 meses, cuando m£s del 50% de las ra- 
tas transg^nicas habian muerto (P<0,0001). Desde que las ratas 
testigo FVB usualmente viven aproximadamente 24 meses, la expre- 
si6n del ADN recombinante puede progresivamente danar funciones 
neurol6gicas vitales y resultar en mortalidad prematura. Mien- 
tras los pacientes de AD pueden vivir por muchos arios con esta 
aflicci6n, el dano progresivo en el cerebro eventualmente condu- 
ce a la muerte en la edad mediana o tardia de la vida (35, 36). 

La evidencia conductual de anormalidades neuro- 
logicas, en forma de ataques, se observd en varias de las ratas 
transg6nicas. Estos eventos generalmente persistlan durante 
10-30 segundos, durante los cuales las ratas estiraban las cua- 
tro extremidades , abrian sus hocicos, flexionaban sus colas has- 
ta que quedaban rigidas y se estremecian violentamente. Despu6s 
del episodic, las ratas parecian experimentar un breve periodo 
de letargia. Dada la breve duraci6n de esos ataques, es proba- 
ble que una gran proporcibn de las ratas transg6nicas puedan 
haber tenido esa conducta. Ademds, la actividad de los ataques 
puede haber sido gatillada por disrupci6n de recorridos neurol6- 
gicos especif icos. Desde que no todas las ratas se afectaron en 
el mismo grado en cada regi6n del cerebro, uno no puede esperar 



que todos los mamlferos reaccionen igual. Los ataques no se 
manifestaron en ninguno de los hermanos-de-camada testigos. 
Notablemente, la ocurrencia de los ataques se ha observado tam- 
bien en pacientes con AD, en donde parece tin rasgo frecuente en 
los ultimos estados de la enfermedad (37-39). 

Los mamlferos transgenicos que murieron prema- 
turamente se sometieron a autopsia para determinar la causa de 
muerte. El examen anat6mico as! como el histologico macro de 
los 6rganos viscerales no revel6 ningun cambio patoldgico que 
pudiera justificar sus muertes. Sin embargo, en vi 
cada mamlfero, ciertas regiones del cerebro contenian celulas 
morfol6gicamente alteradas. Para confirmar estas alteraciones , 
se anestesi6 ratas transgenicas y testigos, de la misma edad, se 
perfudieron intracardialmente e inmediatamente se procesaron 
para analisis histol6gico. En las ratas transgenicas analiza- 
das, se observ6 zonas agudamente demarcadas de citoplasma peri- 
nuclear de las celulas neuronales, en diferentes regiones del 
cerebro incluyendo el cortex cerebral, hipocampo, talamo y, oca- 
sionalmente el cerebelo. En esas regiones, las celulas afecta- 
das se encontraban frecuentemente en la vecindad inmediata de 
celulas no-af ectadas , sugiriendo que los cambios observados no 
eran causados por fijaci6n inadecuada. Otra indicaci6n que la 
distinta zona perinuclear observada en las neuronas de ratas 
transgenicas no se debia a encogimiento del tejido fue la apari- 
cion de los espacios perivasculares Virchow-Robin, que eran 
igualmente visibles en ambas, testigos y transgenicas, sometidas 

a fijaci6n por perfusidn vascular. 

La Figura 6a muestra el neocortex de una rata 
perfudida no-transgenica en donde la pericarya aparece normal. 
En contraste, muchas celulas en el cortex de las transgenicas 
aparece morf ol6gicamente alterado, como lo indica las zonas pe- 
rinucleares de citoplasma no-tenido. Esas celulas alteradas 



estaban, tipicamente, confinadas a regiones focales dentro del 
cortex cerebral, pero pueden ser bastante extensivas (Figura 
6b) . El hipocampo era otra regi6n que contenia, f recuentemente , 
celulas morfoldgicamente alteradas. Mientras la estructura ge- 
neral del hipocampo no habla cambiado, n6tese que las c61ulas 
neuronales con citoplasma no-tenido son fcLcilmente reconocibles 
dentro de la regi6n CA3 y dentro del giro dentado (Figura 6d) . 
En contraste, esos cambios no se presentaban en los mamlferos 
testigo (Figura 6c) . 

C61ulas neuronales degenerativas se observaron 
tambien en el t&lamo (Figura 6f ) , en menor cantidad en el cere- 
belo (datos no mostrados). Regiones similares de hermanos-de- 
camada negatives, procesados paralelamente, no contenian c61ulas 
alteradas (Figura 6e ) . Interesantemente, esas c61ulas alteradas 
no se observaron en el cerebelo, aunque es posible que la dege- 
neraci6n de las c61ulas del cerebelo no proceda con las mismas 
caracterlsticas morf ol6gicas. Aunque hay una buena correlaci6n 
regional entre la acumulacidn de AS y la presencia de c61ulas 
alteradas, la resoluci6n limitada de las criosecciones no nos 
perraite deterrainar inequlvocamente si la acuraulaci6n del peptide 
coincide siempre con la morfologla alterada. Sigue siendo posi- 
ble, que la expresi6n de AS en una c61ula pueda inducir degene- 
racidn en una c61ula vecina. En ratas transg^nicas , c61ulas 
neuronales morf ol6gicamente alteradas se observaron en 18 de 19 
mamiferos que murieron inesperadamente , as! como en 7 de 8 maml- 
feros que fueron sacrificados por perfusi6n durante el curso del 
estudio. Por lo tanto, la acumulaci6n del p6ptido AB puede ser 
delet6rea para ciertas neuronas o puede hacerlas mds suscepti- 
bles para otros desaflos o agresiones. 



Eiemplo 5: La neurodeaeneraci6n es seauida cie muerte apopt6tica 
de la celula 

El examen de las secciones histolbgicas revel6 
que la cromatina nuclear en algunas celulas se condensaba y ter- 
minaba en la membrana nuclear, un rasgo morf ol6gicamente distin- 
tivo de la apoptosis (40). Un sello bioqulmico de las c61ulas 
que sufren apoptosis es la divisi6n internucleosomal del ADN 
(40) que se visualiza por electrof oresis de gel. Desaf ortunada- 
mente, este m6todo es un ensayo promediable y es aigonoi'bivo 
comparado con ensayos como TUNEL (Terminal deoxynucleotide 
transf erase-mediated dUTP-biotin Nick End Labelling) que permite 
la deteccibn de c61ulas que estctn muriendo in situ , antes que el 
ADN sea extensivamente fragmentado. Ademds, TUNEL facilita la 
determinacidn del nximero real de c61ulas que est£ sufriendo 
apoptosis, permite la comparacidn de la extensi6n de compromise 
entre regiones afectadas y permite aiin, la detecci6n de un celu- 
la unica afectada entre un fondo de c61ulas normales. 

Un estudio de 28 mamiferos transg6nicos , que 
representaban tres lineas independientes , revel6 la presencia de 
celulas apop^t6ticas en los cerebros de 14 de esos animales. 
Aunque las dreas apopyt6ticas pueden ser muy extensas en algunos' 
mamiferos, ellas eran, generalmente focales; de aqui, es posible 
que aiin rnds mamiferos contuvieran c61ulas apoptdticas, ya que 
TUNEL fue efectuado en secciones al azar del cerebro de cada 
mamifero. Adem&s, esos sitios de c61ulas apopt6ticas se obser- 
varon m£s f recuentemente en ciertas regiones del cerebro, impli- 
cando que algunas dreas eran mcLs susceptibles que otras. El 
cortex cerebral fue una de las regiones mds f recuentemente com- 
prometidas, y se muestra ejemplos de mamiferos representatives 
de las lineas G2 y J3 (Figuras 7b, c) . N6tese que las c61ulas 
TUNEL positivas est&n esparramadas en las capas m&s periferiales 
del cortex; sin embargo, ocasionalmente se observ6 celulas apop- 




t6ticas en regiones iucis profundas del cortex. Tambi6n observa- 
mos que algunos de los nticleos se tenian dif erencialmente con 
TUNEL; como los nucleos no estaban en algunas de esas c^lulas, 
esto sugiere que ellas podrlan haber estado en distintas etapas 
del proceso apopt6tico (Figura 7c) . En contraste, las c^lulas 
TUNEL positivas no se observaron en los hermanos-de-camada nega- 
tivos (Figura 7a) . Adem&s, c^lulas con zonas perinucleares de 
citoplasma no-tenido (Figura 7d) se encontraron frecuentemente 
en proximidad cercana de c61ulas intensamente tenidas con TUNEL 
(Figura 7c), implicando que las c61ulas degenerantes moririan, 
eventualmente por apoptosis. 

El hipocampo fue otra de las regiones que fre- 
cuentemente contenia tenido TUNEL resaltante en los mamiferos 
transg^nicos . Mientras en algunos mamiferos, zonas de c61ulas 
dentro de las regiones CA1 y CA3 contenian tenido TUNEL promi- 
nente (Figura 7g) , en otros, tambi^n se observ6 c61ulas marcadas 
con TUNEL en la regi6n CA2 y en el giro dentado. No se observo 
celulas TUNEL positivas en el hipocampo de los testigos (Figura 
7f ) • Otra regi6n prominente que contenia c61ulas apopt6ticas 
fue la amigdala (Figura 7h) . En la amigdala, como era el caso 
del cortex cerebral e hipocampo, se encontrd c61ulas apoptbticas 
en yuxtaposicibn estrecha con celulas no tenidas, demostrando la 
especif icidad de TUNEL. Es interesante que esas tres regiones 
cerebrales que contenian celulas apopt6ticas, est&n entre las 
regiones mas comprometidas de los cerebros de pacientes de AD 
(2). 

Morfoldgicamente, bajo microscopio 6ptico, las 
celulas experimentando apoptosis se caracterizan por un encogi- 
miento y condensacibn de la cromatina nuclear, inicialmente en 
manchas densas alrededor de la membrana nuclear, despu£s en ma- 
sas en forma de media luna y, finalmente en esferas densas (42). 
Aunque TUNEL permite la detecci6n mds temprana de las c61ulas 



apopt6ticas que el criterio morfol6gico sdlo (41), las c^lulas 
eran reconocibles en preparaciones histol6gicas. Como se espe- 
raba, el examen histol6gico de las secciones cerebrales indic6, 
que cireas con c61ulas TUNEL positivas tambi6n contenlan c^lulas 
con rasgos morf oldgicamente distintivos de apoptosis, incluyendo 
la presencia de nxicleos con niicleos compactados y f ragmentados 
(cf. Figuras 7i, j). Por lo tanto, las c61ulas apopt6ticas po- 
dlan ser claramente distinguidas en los cerebros de ratas trans- 
g^nicas por arabos criterios, morfoldgicos y bioquimicos . 

Inter esantemente, las regiones cerebrales en 
las que se observd apoptosis extensiva, como lo indicaba TUNEL y 
la presencia de niicleos fragmentados, tambi^n aparecieron hipo- 
celulares y se observ6 que la neuropila circundante tambi6n asu- 
mia un cambio secundario, adaptando una apariencia algo "espon- 
jada" . Estas islas de tejido "espon joso" se encontraron dentro 
de regiones de degeneracibn neuronal extensiva (cf. Figuras 7i, 
j). En humanos con AD se ha descrito un cambio similar en el 
tejido cerebral circundante (43). Como se ha especulado que la 
apoptosis estd envuelta en des6rdenes neurodegenerativos (44), 
estos resultados son importantes, no s61o porque proporcionan 
evidencia directa de la p6rdida de c61ulas debida a la expresi6n 
de AB in vivo , sino que sugieren que el mecanismo subyacente 
responsable de la muerte celular en pacientes de AD, envuelve la 
apoptosis, Interesantemente , se ha mostrado que AB induce la 
apoptosis en neuronas cultivadas (45). 

Eiemplo 6: La gliosis reactiva acompana a la degeneracidn y apo- 
potosis 

Desde que la expresi6n de AB induce neurodege- 
neraci6n y apoptosis en los cerebros de ratas transg6nicas, esto 
sugiere que tambi^n debe haber des6rdenes funcionales. Una res- 
puesta prominente a muchos tipos de danos o desafios al CNS es 



la activacidn de los astrocitos, un proceso denominado gliosis 
(46); este proceso reactivo se observa tambi6n en cerebros con 
AD (47,49). Consecuentemente, tejidos cerebrales de ratas 
transg^nicas y testigos de la misma edad se inmunoensayaron para 
deterrainar la proteina glial fibrilar acldica (GFAP) un filamen- 
to intermedio especlfico del astrocito (50). 

En el cerebro testigo, la inmunorreactividad se 
localiz6 principalmente en la regi6n del hipocampo y en la capa 
del limitante glial del cortex cerebral (Figura 8a) , de acuerdo 
con la distribuci6n informada de las cSlulas que expresan GFAP 
(51). En contraste , las secciones cerebrales de ratas transg6- 
nicas mostraron un inmunotenido gx-andum u ii ' l^ aumentado (Figura 
8b). Adem&s, en los cerebros transg6nicos de cada linea inde- 
pendiente, la extensi6n de la inmunoreactividad vari6; en algu- 
nos mamlferos, la gliosis fue focal, pero en otros fue m&s ex- 
tensa y dispersa. Por ejemplo, en la llnea G2, la gliosis ex- 
tensiva estaba presente a trav^s de las capas corticales (Figura 
8d), una regi6n en la que los astrocitos GFAP-positivos no son 
evidentes en mamlferos normales (Figura 8c) . En las llneas J3 y 
J4, las areas gli6ticas eran menos dispersas y pueden estar me- 
nos restringidas a, ya sea, las capas corticales, superf iciales 
o profundas (Figuras 8e, f, respectivamente ) . La diferencia en 
la extensi6n de la gliosis puede deberse al menor nivel de ex- 
presi6n del ADN recombinante en las lineas J3 y J4. Adem^s, los 
astrocitos de los cerebros transg6nicos estaban agrandados, con 
numeros de proceso m^s gruesos y aumentados, rasgos todos de 
astrocitos reactivos (46). Estos hallazgos sugieren que la as- 
trogliosis ha sido una respuesta, junto con los cambios neurona- 
les observados en cerebros transg6nicos . La astrogliosis se 
observ6 en, al menos, 15 de 20 mamlferos transg6nicos examinados 
de mcis de seis meses de edad. 



Los astrocitos reactivos se encuentran frecuen- 
temente en £reas que contienen c61ulas degenerativas , ya sea con 
o sin c61ulas que estcin progresando a la apoptosis (cf. Figuras 
7c, e). Esto fue cierto, no sdlo en el cortex cerebral, sino en 
otras regiones, incluyendo la amlgdala y el hipocampo (datos no 
mostrados) . Sin embargo, las regiones que aparecieron hipocelu- 
lares y esponjosas, a menudo, eran no-gli6ticas , sugiriendo que 
una vez que las c61ulas hablan muerto, los astrocitos no estaban 
presentes . 

El desarrollo de la astrogliosis en las ratas 
transgenicas provee mayor evidencia de anormalidades neurol6gi- 
cas. Los astrocitos juegan un rol importante en el CNS al res- 
ponder al dano. Claramente, si el ADN recombinante NF-^-AB estu- 
viera provocando la degeneraci6n neuronal o el dano, el desarro- 
llo de la gliosis serla una respuesta constante y esperada. En 
el cerebro AD, se ha demostrado tambi^n que la gliosis disemina- 
da ha sido tambi^n un rasgo resaltante y frecuente (47-49). 
Curiosamente, en algunas ratas transgenicas, se not6 la presen- 
cia de gliosis, en las cuales se not6 s61o cambios neuronales 
menores. Esto sugiere que mientras los cambios en la morfologia 
neuronal son un rasgo comun en tales ratas, no son la Unica for- 
ma de dano neuronal que elicitard el compromiso de los astroci- 
tos. Ademds, es concebible que los astrocitos pueden jugar un 
rol que contribuye al proceso degenerative • Esto se apoya en la 
presencia de areas focales de astrocitos reactivos en el cerebro 
con AD que est£n desprovistos de placas seniles (51). 

Eiemplo 7 

La expresi6n de ADN recombinante se detectd en 
una variedad de tejidos, incluyendo el coraz6n, intestine, ri- 
n6n, higado, musculos y bazo (datos no mostrados) , una observa- 



ci<5n que ha sido informada por otros, usando el mismo promotor 
NF-L para provocar la expresi6n de un genj^ heter61ogo en mamif e- 
ros transg6nicos (53). Desde que no se efectu6 andlisis de ce- 
lula rinica, sigue siendo posible que esa expresi6n fuera limita- 
da a las neuronas en todos esos tejidos. Aunque la expresi6n 
del ADN RNA recombinante se detect6 en tejidos perif^ricos, los 
cambios histopatol6gicos se observaron s61o en el cerebro. In- 
teresantemente , los dep6sitos A6 pueden ser detectados en pa- 
cientes AD, fuera del CNS en tejidos tales como la piel y el 
intestine, aunque s61o con consecuencias subclinicas (54). Es- 
tas observaciones sugieren que el cerebro puede ser mds vulnera- 
ble a los efectos del p^ptido AB en ambos, humanos y ratas. 

Aun dentro del cerebro, aparecen dreas mds sus- 
ceptibles; pese a que la expresi6n del ADN recombinante a trav6s 
de todo el cerebro, la neurodegeneraci6n y la apoptosis se ob- 
servaron mds frecuentemente en el cortex, hipocampo y amigdala, 
en menor extensi6n en la parte posterior del cerebro y virtual- 
mente indetectables en el cerebelo. Debe destacarse que el p6p- 
tido AB por si mismo puede no ser capaz de inducir neurotoxici- 
dad, pero puede actuar concertadamente con otros factores. La 
acumulaci6n de Afl dentro de las c61ulas neuronales del cerebro 
puede hacerlas mcLs susceptibles a diferentes desafios o danos. 
Esto puede contribuir al tieinpo variable de la aparici6n de la 
enfermedad. Aunque no hemos ensayado para un p6ptido testigo 
negativo, nuestra observaci6n de un fenotipo consistente en II- 
neas multiples, independientes, de ratas transg6nicas no deja 
dudas que el fenotipo neurodegenerative es una consecuencia de 
la expresi6n del ADN recombinante; ya que el ADN recombinante 
est& programado para producir s61o AB, el fenotipo resultante en 
esas ratas puede atribuirse s61o al AB o a una subespecie de 61. 
McLs aun, es importante anotar que otras construcciones transg6- 
nicas con el promotor NF-L, impulsando la expresi6n de genes he- 



terdlogos, no induce ninguna patologia cerebral (53, 55-57), lo 
que indica que los cambios observados en las ratas transg6nicas 
NF^-AB son una consecuencia de la expresi6n de AB. 

Pese a la presencia de cambios profundos en 
nuestros cerebros transg6nicos, otros rasgos de diagn6stico de 
AD, tales como los haces neurof ibrilares y placas seniles, dis- 
tinguibles con tenido de plata de Bielschowsky , no se observa- 
ron, aunque algo de inmunotenido extracelular aparente de AS se 
detect6 dentro de la neuropila. Sin embargo, nosotros estaremos 
explorando nuestra poblaci6n trarisg6nica que envejece, para de- 
tectar la presencia de esas estructuras, aunque los haces no son 
necesariamente un rasgo invariable de AD X . Con respecto a las 
placas seniles, es concebible que las ratas nunca las desarro- 
llen, ya que su perlodo de vida normal no es lo suf icientemente 
largo para permitir la formaci6n de esas estructuras. Adicio- 
nalmente, no se descuenta que un cofactor(es) requerido para la 
formacion de placas est6 ausente en ratas. Por lo tanto, los 
marcados cambios patoldgicos en los cerebros de ratas transg^ni- 
cas NFl-AB, en ausencia de placas seniles, puede sugerir que su 
presencia es una consecuencia o rasgo secundario de esta enfer- 
medad y no una causa directa de la degeneraci6n neuronal. Ade- 
m£s, hemos generado ratas transg6nicas en las cuales AB fue mar- 
cado extracelularmente por inclusidn de la secuencia de serial 
N-CAM (53), sin embargo, esas ratas no han desarrollado ninguna 
patologia, comparadas con las ratas transg§nicas que expresaban 
A6 intracelularmente; estos resultados sugieren que la expresi6n 
intracelular de AB conduce a cambios patolbgicos, mientras la 
expresi6n extracelular no lo hace. Ademds, nuestros resultados 
ahora nos permiten identificar cual rasgo de AB (por ejemplo, su 
secuencia primaria, hidrof obicidad o tamano) contribuye al feno- 
tipo neurodegenerative. 



Eiemplo 8 



Se administr6 un agente a cinco grupos diferen- 
tes de ratas transg6nicas (n = 10) que expresaban el p6ptido AB, 
cada grupo diferia en dos meses de edad. La conducta de cada 
rata se compar6 con la de ratas testigo de la misma edad, usando 
el laberinto de agua de Morris y se observb el fenotipo. Des- 
pues de observar y detectar la conducta, cada rata fue sacrifi- 
cada y ensayada para la expresi6n de AB, como se describi6 en 
los ejemplos previos. El experiment© se repite administrando 
diferentes dosis del agente. 

Eiemplo 9 

Usando un anticuerpo dirigido al terminal N de 
p53 (19), confirmamos por inmunotenido de secciones fijadas en 
formal ina, que las neuronas en el cortex cerebral en ratas tes- 
tigo normalmente no expresan al p53. En contraste, las neuronas 
corticales de ratas transg6nicas AB (n = 10) mostraron inmunote- 
nido extensivo para p53. Sin embargo, se encontr6 que no todas 
las neuronas expresaban al p53; la extension del compromiso va- 
riaba de subregi6n a subregi6n y de rata en rata, sugiriendo, 
tal vez, que la habilidad intrlnseca para expresar el AB intra- 
celular no era suficiente. La adicibn del p6ptido sint6tico del 
cual fue derivado el anticuerpo, bloque6 completamente el inmu- 
notenido de p53. Es interesante hacer notar que, mientras la 
mayorla de las neuronas corticales detectables en esta rata 
transg6nica mostraban primariamente inmunotenido nuclear p53, un 
subjuego signif icativo mostr6 ambas, localizaci6n nuclear y ci- 
topldsmica y, un subjuego ocasional, f recuentemente dispuesto 
como un haz podia exhibir s61o localizaci6n citoplasmdtica. No 
estd claro si la diferencia en la localizaci6n subcelular de p53 
representa diferentes estados funcionales de las c61ulas o si 



caracteriza respuestas de diferentes subtipos neuronales. Pese 
a todo, la activaci6n de p53 es un rasgo distintivo de las ratas 
transg^nicas y se correlaciona bien con recientes estudios in 
vitro , los que sugieren que AB induce danos oxidativos (65-67), 
un inductor establecido de p53 (68). 

I Se correlaciona la activacion de p53 con la acumulacion de 
A3?. 

Para determinar si la expresidn sostenida de AB es requisito 
para la induccidn de p53, seleccionamos para an&lisis una rata 
transgenica con un drea bien circunscrita de c61ulas apoptdticas 
yuxtapuestas a un drea aparentemente normal. La muerte celular 
por apoptosis, en contraste con la necrosis, se caracteriza por 
la presencia excesiva de terminales ADN 3 9 hidroxilo, los que 
pueden detectarse usando el m6todo Terminal transferasa 
(TdT)-mediada dUTP-biotina-nick-end (TUNEL)(69). Desde las 

fuerzas relativas de las senales del micleo marcado, c61ulas en 
etapas tempranas del recorrido apoptdtico con cambios morfoldgi- 
cos marginales, pueden distinguirse de c61ulas en etapas avanza- 
das que tienen nucleos condensados y axin fragment ados. 

Secciones seriadas del neocortex de ratas 
transgenicas se sometieron a tinci6n hematoxilina-y-eosina 
(H&E), TUNEL, anti AB y anti-p53 . Las neuronas corticales eran 
morf oldgicamente de apariencia normal y exhiblan una morfolgia 
nuclear abierta. Como se esperaba, esas c^lulas eran TUNEL" 
porque no tenian acumulaci6n de AB y tampoco activaci6n p53. En 
contraste, las neuronas corticales localizadas en el extremo 
inferior izquierdo revelaron un citoplasma distintamente basofi- 
lico y aparecian degenarativas . Eran d6bilmente TUNEL"*" y mos- 
traban abundancia de ambos, AB citoplasm^tico e inmunoreacti- 
vidad nuclear p53. Las neuronas corticales del extremo superior 
derecho mostraban nucleos latamente condensados o fragmentados y 



eran fuertemente TUNEL""; muchas de esas celulas tambi6n expresa- 
ban AB y p53. Desde que los haces de neuronas , invariablemente 
sufren apoptosis coordinadamente, el andlisis regional de la 
expresi6n del gene puede tomarse como respuesta representativa 
en c61ulas individuales . Este hallazgo demuestra que la acumu- 
laci6n de AB se correlaciona perf ectamente con la activaci6n de 
p5 3 . 

I La activacion de p53 , precede la muerte de la celula? 
Desde que el andlisis del cortex cerebral insinu6 que la expre- 
si6n de p53 ocurrla antes de la detecci6n de la muerte franca de 
la c^lula, analizamos otra regi6n del cerebro para determinar si 
se podia encontrar evidencia mds convincente. Secciones seria- 
das de hipocampo de otra rata transg6nica AB se sometieron a 
H&E, TUNEL, y a tincidn anti-p53. Se observ6 que las neuronas 
del hipocampo sufrian cambios morfol6gicos progresivos a trav^s 
del cuerno de Am6n. En la subregi6n CA2, las c61ulas aparecian 
bastante normales, no mostraban marcas de TUNEL pero tenian 
abundancia de inmunoreacci6n nuclear p53. En contraste con ra- 
tas testigo, uno puede concluir que el p53 ha sido activado, 
aunque las celulas no han sufrido apoptosis. En la uni6n de las 
sub-regiones CA2 y CA3 , las c61ulas habian adquirido cambios 
morfol6gicos signif icativos y tenian una proporcidn marcadamente 
alterada de nucleo : citoplasma. Esas c61ulas llegaron a ser 
debilmente TUNEL"*" pero mantuvieron un alto nivel de inmunoreac- 
tividad nuclear p53, sugiriendo que p53 es necesario para que 
entren en el sendero apopt6tico, Hacia la sub-regi6n CA3, las 
celulas tenian estructuras y niicleos de cromatina condensada y 
eran fuertemente TUNEL^ pero ya no eran p53 inmunoreactivas . 
Este hallazgo es consistente con la activaci6n de p53 antes del 
inicio de la apoptosis y su desaparici6n mds tarde en el proce- 
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cExiste deposicion de A3 extracelular en el cerebro? 
Usando un anti-suero anti-AB (4G8) que estd bien caracterizado y 
es arapliamente usado (70), as! como anti-suero generado por no- 
sotros , hemos detectado inmunoteriido AB extracelular en muchas 
de las ratas transg6nicas analizadas. Como se predijo, esos 
dep6sitos se encontraron en diferentes regiones del cerebro, 
particularmente dentro del neocortex, hipocampo y tdlamo. Las 
ubicaciones de las tres dreas generales pueden deducirse de sec- 
ciones cerebrales paralelas tratadas con, ya sea, H&E o tinci6n 
de plata de Bielschowsky . La regi6n superior izquierda incluye 
la sub-regi6n CA1 del hipocampo y la materia blanca que lo cubre 
(Splenium corporis callosi). La regi6n superior derecha cae 
dentro de la sub-regi6n CA3 del hipocampo y de la materia blanca 
que lo cubre (Truncus corporis callosi). La regi6n inferior 
izquierda se localiza dentro del tdlamo (posiblemente Nucleus 
ventralis thalami, pars basalis). 

Una vista con alta magnif icaci6n del inmunote- 
fiido anti-AB en las tres regiones, muestra que los depbsitos ex- 
tracelulares parecen placas difusas. Interesantemente , esos 
dep6sitos tambi6n pueden detectarse con facilidad usando una 
tinci6n de plata cuando se encuentran no cubriendo fibras ner- 
viosas. Esto no s61o implica que cantidades signif icativas de 
la proteina AB han sido depositadas en el espacio extracelular, 
sino que una vista con alta magnif icaci6n tambi6n mostr6 que 
esos depbsitos asumen la apariencia de cristales de hielo y pue- 
den representar agregados fibrilares. 

I Pueden provenir los depositos extracelulares de celulas que 
estan muriendo? 

Reconociendo que una neurona muriendo tiene una abundancia de AB 
citopl£smico, es impprtante deterwinar si el AB pudo haber sido 
liberado en el esbacip ^extracelular j inmediato a la muerte de la 



celula. Esto es particularmente relevante, ya que no se ha de- 
terminado la forma en que AB sale de la celula en pacientes AD. 
Los analisis de las celulas hipocampales CA1 y CA3, en la vecin- 
dad de los depdsitos de AB mostraron evidencia de degeneraci6n 
celular signif icativa. Por ejemplo, hay considerable escasez de 
neuronas dentro de la sub-regi6n CA3 y algunas de las celulas 
restantes tienen nucleolos que se tifien poco con hematoxilina y 
nucleolos que no pudieron identif icarse con la tinci6n de plata 
de Bielschowsky . 

Mas significativamente, las celulas TUNEL- se 
encontrd que traslapaban perfectamente regiones con inmunotenido 
de AB extracelular, confirmando la asociaci6n entre muerte celu- 
lar y deposicidn extracelular. La evidencia adicional para el 
dano celular se obtuvo con tinci6n H&E de regiones alrededor de 
CA1 y CA3, las que son hipocelulares . La presencia de regiones 
focales de basofilia, detectadas por la hematoxilina que tine la 
cromatina nuclear y que cubrian las areas inmunoreactivas de AB, 
sugieren que estos dep6sitos se liberan subsecuentemente con la 
muerte de la celula. Con alta magnif icacion, se puede detectar 
un fantasma celular junto con la desorganizaci6n de la neuropila 
circundante en un area marcada por basofilia distinta. 

I Tiene consecuencias funcionales la deposicion de AB extracelu- 
lar? 

Debido a la naturaleza localizada de los depdsitos de AB y a su 
apariencia insoluble, es posible que las neuronas subyacentes, 
como meros espectadores , puedan llegar a ser impedidas funcio- 
nalmente. Guiados por el hecho que las placas seniles en AD, 
frecuentemente incluyen no solo depdsitos extracelulares de AB, 
sino neuritas distr6ficas y astrocitos reactivos (71), analiza- 
mos por inmunotenido para alteraciones de la sinaptof isina y 
protelna acidic^igiial , ; f ibrilac.uCPFAP) . Fue interesante encon- 
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trar que regiones del cerebro que normalmente tienen abundancia 
de astrocitos, incluyendo regiones del corpus callosum que cubre 
a las sub-regiones CA1 y CA3 del hipocampo, mostraban gliosis 
detectable. Los astrocitos comprometidos llegaron a ser activa- 
dos morf ol6gicamente , lo que dio a las &reas una apariencia mds 
densa.al inmunotenido GFAP. 

Las neuritas subyacentes comprometidas en estos 
dep6sitos extracelulares fue sugerida por un marcado incremento 
en la inmunotinci6n con sinaptof isina dentro de regiones que 
normalmente tienen un nivel de irimunoreactividad basal, tal como 
las areas inmediatamente adyacentes a las neuronas CA1 y CA3 . 
besde que la inmunotinci6n aumentada se traslapaba precisamente 
con los depdsitos de AS, esto puede significar el entrampamiento 
de las neuritas subyacentes. Interesantemente, la presencia de 
inmunoreactividad de sinaptof isina tambi6n se ha demostrado en 
placas de AD (72). La evidencia factual para el dano real de 
las neuritas se obtuvo usando la tincidn de plata de Biels- 
chowsky que destac6 la estructura fina de las neuritas que se 
extendian desde las neuronas del hipocampo. Al contrario de 
aquellas que no eran subyacentes a los depdsitos, y que tienen 
estructuras finas como cabellbs, muchas de aquellas encontradas 
subyacentes a los depdsitos aparecian romas con estructuras como 
perillas en sus extremes. Esta observacidn puede muy bien suge- 
rir dano de las neuronas vecinas y, posiblemente resultar en un 

segundo nivel de muerte celular. 

Los ejemplos anteriores pueden repetirse con 
similar 6xito substituyendo los reactivos descritos gen6rica o 
especif icamente y/o las condiciones de operacidn de esta inven- 
ci6n por las usadas en los ejemplos precedentes. 

De la descripci6n anterior, una persona entre- 
nada en el arte puede ficilmente evaluar las caracterlsticas 
esenciales de la invencidn y, t sin separarse del espiritu y del 



enfoque de ella, hacer varios cambios y modif icaciones para 
adaptarla a varios usos y condiciones. 
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REIVTNDICACIONES 



1. - Un transgen#, CARACTERI Z ADO porque com- 
prende un promoter heter61ogo operablemente ligado a una secuen- 
cia de dcido nucl6ico que consiste esencialmente en una secuen- 
cia codificadora para p6ptido ,{AB \ de rata. 

2. - Un transgenej de acuerdo a la Reivindica- 
ci6n 1, CARACTERI Z ADO porque el p6ptido AB tiene la secuencia de 
la Figura 9B. 

3. - Un transgen^', de acuerdo a la Reivindica- 
ci6n 1, CARACTERIZADO porque el promotor es de una rata. 

4. - Un transgen§', de acuerdo a la Reivindica- 
cion 1, CARACTERIZADO porque el promotor es neurona-especif ico. 

5. - Un transgene de acuerdo a la Reivindica- 
ci6n 4, CARACTERIZADO porque el promotor neurona-especif ico es 
un promotor ^NF-L^ 

6 . — Un transgenic de acuerdo a la Relvindica- 
ci6n 1, CARACTERIZADO ademds porque comprende una traducci6n de 
la secuencia de iniciaci<5n CCPuCCAUGG. 

7. - Un transgene, que comprende un promotor 
heter61ogo operablemente ligado a una secuencia de dcido nucl6i- 
co que codifica para peptide AB de rata, CARACTERIZADO porque la 
secuencia no es el gene k completo normal APP. 



8. - Un dcido nucieico recombinante que com- 
prende un promotor operablemente ligado a una secuencia de cicido 
nucl6ico, CARACTERXZADO porque consiste esencialmente de una. 
secuencia codificadora para un p6ptido AB de rata. 

9. - Un dcido nucl6ico recombinante de acuerdo 
a la Reivindicaci6n 7, C ARACTERI Z ADO porque el p6ptido AB tiene 
la secuencia de la Figura 9B. 

10. - Un dcido micl6ico recombinante de acuerdo 
a la Reivindicaci6n 7, CARACTERXZADO porque el promotor es un 
promotor NF-L de rata. 

11. - Un m6todo para aislar un compuesto por un 
efecto en un fenotipo mediadp por la expresi6n de un p6ptido AB 
transgenic© en el cerebro ' de un mamifero, CARACTERXZADO porque 
comprende : 

- administrar dicho compuesto a una rata que expre- 
sa dicho p^ptido AB transgenic©, y 

- observar si resulta un efecto en el fenotipo, 

12. - Un metodo para producir un mamlfero trans- 
g6nico que tiene un fenotipo mediado por la expresi6n de un p£p- 
tido AB transg6nico en el cerebro del mamlfero, CARACTERXZADO 
porque el pdptido AB se expresa en el cerebro de la rata en una 
cantidad efectiva para producir degeneraci6n de c61ulas neurona- 
les y/o apoptosis y/o una cantidad efectiva para causar una dis- 
funci6n conductual o cognitiva, el m6todo comprende: 

(a) introducir un transgene en el zigoto de una ra- 
ta, el dcido nucl6ico transg£nico comprende un pro- 
motor operablemente ligado a una secuencia de dcido 



nucieico que codifica para el p6ptido AB del mamife- 
ro, 

(b) trasplantar el zigoto a un mamifero seudo-pre- 
nado, 

(c) permitiendo que el zigoto se desarrolle a t6r- 
mino, y 

(d) identificar al menos un descendiente transg6ni- 
co que contenga el transgene. 

13. - Un m6todo para producir una rata transg6- 
nica que tenga un fenotipo mediado por la expresi6n de un p6pti- 
do transgenic© en el cerebro del mamifero, en donde el peptide 
AS se expresa en el cerebro de la rata en una cantidad efectiva 
para producir degeneracidn de c^lulas neuronales y/o apoptosis 
y/o en una cantidad efectiva para causar una disfunci6n conduc- 
tual o cognitiva, CARACTERXZADO porque comprende: 

(a) introducir un ADN recombinante en el embri6n de 
una rata, el ADN recombinante comprende un promotor 
operablemente ligado a una secuencia de ADN que co- 
difica para el p6ptido AB de tal mamifero. 

(b) transplantar el embri6n a un mamifero seudo — 
prenado , 

(c) permitir que el embri6n se desarrolle a t6rmi- 
no, 

(d) identificar al menos un descendiente transg6ni- 
co que contenga tal ADN recombinante, y 

(e) criar la descendencia para formar una llnea de 
mamiferos transg6nicos que tengan dicho fenotipo. 

14. - El m€todo de la Reivindicaci6n 13, CARAC- 
TERIZADO porque la introducci6n del transgen^ al embri6n se 



efectua introduciendo un tallo celular embrionario que contenga 
el transgene, dentro del embri6n. 

15.- El m6todo de la Reivindicaci6n 13, CARAC- 
TERIZADO porque la introduccibn del transgen^ dentro del embri6n 
se efectua por infecci6n del embri6n con un retrovirus que con- 
tiene al transgen£. 
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